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Densitometrische Bestimmung 
einiger Aminoglykosid- und Peptid-Antibiotika 
Von Maximilian Breitinger*, Hanns Paulus* und Wolfgang Wiegrebe** 
Aus dem Institut für Wehrpharmazie und Lebensmittelchemie München* und der Fakultät für Chemie und Pharmazie 
der Universität Regensburg** 
Die quantitative Trennung der drei Antibiotika Bacitracin, 
Polymyxin, Neomycinsulf at und der Gentamicin-Bestand-
teile mit anschließender selektiver Fluoreszenzmessung nach 
Derivatisierung mit Fluram eröffnet eine densitometrische 
Bestimmungsmethode für Antibiotika, die eine basische 
NH2-Gruppe besitzen. Zersetzungsprodukte mit NH 2-Grup-
pen lassen sich auf diese Weise sehr empfindlich nachweisen 
und bestimmen. 
Bestimmung von Gentamicinsulf at 
Die quantitative Bestimmung von Gentamicinsulf at in pharmazeuti-
schen Zubereitungen wurde bisher hauptsächlich auf mikrobiologi-
schem Wege (1) durchgeführt. Im Jahre 1978 haben J. Anhalt und 
Mitarbeiter (2) eine HPLC-Bestimmung von Gentamicin beschrie-
ben. Wir berichten über eine empfindliche chemisch-analytische 
Wertbestimmung, die auch auf andere Aminoglykosid- bzw. Peptid-
Antibiotika anwendbar ist. 
Prinzip: Nach dünnschichtchromatographischer Trennung der 
einzelnen Gentamicinhauptkomponenten Q (1), C 2 (2), C 1 A (3) 
und deren Detektion mit dem aminogruppenspezifischen Fluores-
zenzreagenz Fluram (4) wird densitometriert. Das Reagenz reagiert 
mit primären Aminen zu Produkten der allgemeinen Formel 5 (4) 
(Abb. 1). 
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Für die Trennung von Gentamicinsulf at hat sich folgendes Fließmit-
tel als geeignet erwiesen: 
100 ml Chloroform, 100 ml Methanol und 100 ml 25prozentige 
Ammoniaklösung werden im Scheidetrichter genau 1 Min. geschüt-
telt, anschließend wird die untere Phase abgetrennt und genau 20 
Min. mit 1,5 g K 2 C 0 3 in einem Jodzahlkolben getrocknet. Das so 
hergestellte Fließmittel wird in eine Chromatographiekammer 
gefüllt, nach einer Kammersättigung von 1 Std. wird bei 
20 °C ± 1 °C Chromatographien. 
Durch exakte Temperatur- und Zeiteinhaltung wird eine Entmi-
schung verhindert. Die Fließmittelfront muß während der Chroma-
tographie unbedingt waagerecht laufen. 
Die Sättigung der Chloroform/Methanolphase mit der wäßrigen 
25prozentigen Ammoniaklösung muß konstant gehalten werden, 
anderenfalls treten ß-Fronten auf, die die Trennung der Einzelfrak-
tionen bei der Auswertung stören. 
Platten: Kieselgel 60 Merck Nr. 5721 ohne Fluoreszenzindikator 
20 X 20 cm, ohne Vorbehandlung. 
Trennkammer: 20 X 20 X10 cm, ohne Auskleidung. 
Trennstrecke: 10 cm. 
Laufzeit: 1 Std. 
Probelösung: 
1,00 ml Ampullenlösung wird mit 10,00 ml Chloroform und 9,00 ml 
Borat-HCl-Puffer pH 8,00 Merck Nr. 9460 in einem Zentrifugen-
glas versetzt und 10 Min. auf einem Magnetrührer Typ M 21/1 
(Internationale Laboratoriums-Apparate GmbH) bei der Rührstufe 
8 gerührt. Der Überstand dient als Auftragelösung. 
Vergleichslösung: 
66,7 mg im Vakuum bei 30 °C und 30 mbar getrocknete Gentami-
cinsulf at-Reinsubstanz werden mit Puffer pH 8,00 ad 10,00 ml 
gelöst und im Zentrifugenglas mit 10,00 ml Chloroform auf dem 
Magnetrührer 10 Min. gerührt. Der Überstand dient als Auftragelö-
sung. 
Auf tragemengen: 
Je lul Probelösung und Vergleichslösung werden mit dem Mikro-
applikator (Camag) aufgetragen. 1 ul = 6,67 ug Gentamicinsulfat. 
Rf-Werte: C 1 A = 0,32; Q> = 0,40; Q = 0,45. 
Detektion: 
Nach der Entwicklung werden die Platten eine halbe Stunde im 
Abzug an der Luft getrocknet. Sie werden zuerst mit o. a. Pufferlö-
sung, dann mit einer 0,04prozentigen Fluramlösung in wasserfreiem 
Aceton besprüht. 
Das Reagenz wird mehrfach innerhalb von 30 Min. mit dem 
Glassprüher von Camag dünn und gleichmäßig aufgesprüht (Sprüh-
menge 30 ml), zwischen den Sprühungen wird im Abzug getrocknet. 
Zur Stabilisierung der Fluoreszenz wird anschließend mit einer 
lOprozentigen Triäthylaminlösung (6) in Dichlormethan gesprüht. 
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Densitometrie 
Gerät: Schoeffel SD 3000 mit Integrator (Spectra Physics). 
Messung der Fluoreszenz nach 2 bis 3 Std. Stabilisierungszeit im 
Einstrahlverfahren. 
Anregung bei 365 nm, Messung im Maximum der Fluoreszenz bei 
460 nm. 
Optische Dichte: 0,4, Abschwächung 64, Spannung 540 mV. 
Monochromatorspalt: 1,0 mm, Meßfeld: 1,0/10 mm. 
(Hierzu s. auch Abb. 2-6). 
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Abb. 2: Densitogramm der frischen Probe mit drei Hauptfraktionen von 
Gentamicin. 
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Abb. 4: Densitogramm der belasteten Probe im Streßversuch. Der schraf-
fierte Peak ist der Nebenfleck aus dem Streßversuch. 
Abb. 5: Densitogramm der Vergleichssubstanz als externer Standard. 
Trennkammer: 20 X 20 X10 cm 
Trennstrecke: 7 cm 
Laufzeit: zwei Stunden 
Probelösung: 
Etwa 2 g Salbe werden mit 5,00 ml Chloroform und 5,00 ml Wasser 
30 Min. auf dem Magnetrührer extrahiert, zentrifugiert, die wäßrige 
Phase dient zur Densitometrie. 
Vergleichslösung: 
3,6 mg Polymyxin, 17,6 mg Bacitracin und 10,0 mg Neomycin 
werden in einem 10 ml-Meßkolben mit Wasser gelöst. 
Auf tragemengen: 
Von der Probelösung und Vergleichslösung werden je 1 \i\ mit dem 
o. a. Mikroapplikator aufgetragen. 1 ui = 1,76 \ig Bacitracin. 
Rf-Werte:Bacitracin A = 0,34 (Hauptfleck); Bacitracin B = 0,32 
(1. Nebenfleck) und ein zweiter Nebenfleck oberhalb des Haupt-
fleckes. 
Angaben zur Densitometrie 
Gerät: wie bei Densitometrie von Gentamicin. 
a) Remissionsmessung bei 250 nm - Zweistrahlmessung - Meßfeld: 
1,5/10 mm, Monochromatorspalt: 1,5 mm; optische Dichte: 0,2, 
Abschwächung: 64. 
b) Fluoreszenzmessung 
Detektion: Die entwickelte Platte wird vier Stunden an der Luft 
getrocknet und anschließend mit der bei Gentamicin erwähnten 
Borat-Pufferlösung besprüht, bevor das Fluram-Reagenz angewen-
det wird (0,04proz. Fluramsprühlösung). 
Einstrahlmessung: Anregung bei 365 nm, Emission bei 460 nm; 
Meßfeld: 1,0/5,0 mm, Monochromatorspalt: 1,0 mm, Spannung: 
750 mV, optische Dichte: 1,0, Abschwächung: 64. 
Bestimmung von Polymyxin, Neomycin und Bacitracin 
Experimentelle Angaben zur Dünnschichtchromatographie 
Fließmittel: n-Butanol-Essigsäure-Wasser (40 + 10 + 20) 
Platten: Kieselgel 60 Merck ohne Fluoreszenzindikator, 20 X 20 cm 
ohne Vorbehandlung 
Trennkammer: 20x20X10 cm 
Trennstrecke: 11 cm 
Laufzeit: viereinhalb Stunden 
Auswertung 
Gehalt in Gehalt in Gehalt in 
Reinsubstanz unbelasteter belasteter 
Probe Probe* 
Anteil an C 1 A (%) 21,5-23,4 18,8-21,3 
Anteil an C 2 (%) 33,8-34,9 31,4-33,9 
Anteil an (%) 41,6-42,6 46,5-48,3 




in frischer Probe 




ca. 4-5 % 
* Streßversuch: 5 Tage bei 95 °C 
Bestimmung von Bacitracin, Polymyxin und Neomycin in 
einer Salbe 
Die Bestimmungen entsprechen den bei Gentamicin erläuterten 
Prinzipien.(s. Formeln Abb. 7). 
Bestimmung von Bacitracin 
Experimentelle Angaben zur Dünnschichtchromatographie 
Fließmittel: n-Butanol-Essigsäure-Wasser (40 + 10 + 20) 
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Abb. 6: Eichkurve für Gentamicinsulfat (1 \i\ = 3,39 (ig Gentamicinsulfat). 
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Abb. 7: Neomycin, Bacitracin und Polymyxine. 
Probelösung: 
Etwa 6 g Salbe werden mit 5,00 ml Chloroform und 5,00 ml Wasser 
30 Min. auf dem Magnetrührer extrahiert, dann wird zentrifugiert, 
die wäßrige Phase dient zur Densitometrie. 
Vergleichslösung: 
18,8 mg Polymyxin, 52,8 mg Bacitracin und 60,0 mg Neomycinsul-
fat werden im 10 ml-Meßkolben in Wasser gelöst. 
Auf tragemengen: 
Von der Probelösung und Vergleichslösung werden je 1 \i\ mit dem 
o. a. Mikroapplikator aufgetragen. 
1 ul = 5,28 (ig Bacitracin 
1 (xl = 1,88 ug Polymyxin 
1 (ul = 6,00 ug Neomycinsulfat 
Rf-Werte: Bacitracin A = 0,34 (Hauptfleck); Bacitracin B = 0,32 
(1. Nebenfleck)* und ein zweiter Nebenfleck* über dem Haupt-
fleck. 
Polymyxin = 0,32 
Neomycinsulfat = 0,0** 
* Der o. a. Nebenfleck ist so schwach, daß er nicht gemessen wird. 
** Neomycin kann am Start gemessen werden, da Fluram ausschließlich mit den 
NH2-Gruppen des Neomycinsulfats reagiert. 
Detektion: 
Die entwickelte Platte wird vier Stunden an der Luft getrocknet und 
anschließend mit der o. a. Pufferlösung besprüht, bevor das Fluram-
Reagenz angewendet wird (Reagenz hier 0,08proz. Fluramsprühlö-
sung in wasserfreiem Aceton). 
Angaben zur Densitometrie 
Gerät: s. Gentamicin (Densitometrie) 
Fluoreszenzmessung (Einstrahlmessung) Bacitracin und Polymyxin: 
Anregung bei 365 nm, Emission bei 460 nm; Optische Dichte: 1,0, 
Abschwächung: 64, Spannung: 750 mV; Meßfeld: 1,0/5 mm, 
Monochromatorspalt: 1,0 mm. 
Neomycinsulfat: Anregung bei 365 nm, Emission bei 460 nm; Opti-
sche Dichte: 0,4, Abschwächung: 64; Spannung: 750 mV; Meßfeld: 
0,75/5,0 mm; Monochromatorspalt: 1,0 mm. 




Bacitracin Vergleich 43 603 33103 Remission: 295,7 lE/g = 100,0% 
Probe 43 603 32 592 Fluoresz.: 294,7 lE/g = 98,2% 
Neomycin Vergleich - 13 544 
Probe - 13113 Fluoresz.: 4,84 mg/g = 96,8 % 
PolymyxinVergleich - 42 394 Probe - 53119 Fluoresz.: 7605 lE/g = 101,4% 
Summary 
Densitometrie determination of some aminoglycoside- and peptide-
antibiotics. The antibiotics bacitracin, polymyxin, neomycin as well 
as the components of gentamicin are separated by thin layer chro-
matography. The reaction with Fluram offers a densitometric deter-
mination of antibiotics with a basic NH2-group. Degradation pro-














Abb. 8: Densitogramm der Probe. 
Abb. 9. Densitogramm der Vergleichssubstanz als externer Standard. 
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